






















学位 二△同佃 文要 ］ロ
HorlnonalmechanismsforpupalconⅡnitlnenthavebeenstudiedforinlaginaltissuesin
thesilkwonn,ＥＣ川』?ｙｘ伽'i,andthefCllowingresultswereobtained
l､Pupalcommitmentiscolnpletedbyl8hofthefifthinstarinthellindwingdiscsand
legprilnordia・ThesetilningsarethesameasorverysilnnartothatinthefoIcwmgdiscs・
Bycontrast,pupalconmitmentintlleepidermisoccurredduringday6fifthinstaLTlms，
tilningoftllechangeincolmlitmentoccursdiffelcntiallyinthe‘Iemodelingland
`imaginal，tissuesbutatthesalnetimeinimaginaltissues,andtherefCre,thehonnonal
andmolecularnlechanismsunderlyingthecommitmentinindividualimaginaltissues
maybetllesame、
２.In20E-dependentcellcycle,Gl-Stransitionprogressesautonolnously,and20Eonly
acceleratesthetransition,whereasG2-Mtransitionisstrictlycontrolledby20E
３．Theonsetof20Bdependentcellcycleistightlycorrelatedwiththeonsetofthe
proglessionofpupalconnitment、
４２０Esignalfordriving20E-dependentcellcyclecouldbemediatedbyanon-genonnc
pathway、
5.20E-independentcellcycleisregulatedbyhumoralfactor(s)otherthanZOE
6・TransientconlplementalexpressionsofEcRisofbrlnsaroundthetinleofHCSmaybe
involvedininducingthelossofsensitivitytoJH，butnotinacquisitionof20E
respons1veness、
7.Inthefourthinstar,ＢＲ－ＣｉｓｏｆｏｒｌｎｍＲＮＡｓａｒｅｕｐ－肥gulatedfiolnHCS,whichlnaybe
resultedfromthechangeoverofEcRpredominancyatHCS・BR-CImghtnotbedirectly
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involvedindrivingthewingdisccellstoenterthereVersiblestateofpupalcommitlnent，■
rather,Inayacttomaintainingthecommittedstate．
カイコガ前翅成虫原基（wingdisc）は５齢１６時間までに蝿コミットメント
が完了することがわかっている。他の組織での蝿コミットメントの時期を調べ
るために移植検定を行った。その結果、後翅原基と脚原基は５齢１８時間まで
に蛸コミットメントが完了した。一方、表皮では背側から腹側へと徐々に蝿コ
ミットメントが進行し、背側表皮ではＳ齢５曰までに、腹側表皮では５齢６日
までに完了した。後翅原基、脚原基はそれぞれ、蝿変態時に後翅、脚をつくり、
前翅原基と同様に末分化細胞塊として幼虫体内に存在する６これら原基は、蝿
変態時に初めて分化するのに対し、表皮細胞は幼虫時には幼虫形質を、蝿化後
は蝋形質へと形質のremodelingがおこる。このことは、蛎変態時の組織の運命
決定状態が同じである成虫原基は、鋪コミットメントはほぼ同時におこるが、
組織の運命決定状態が「原基型」である成虫原基と「再構築型」である表皮の
問では鋪コミットメントのタイミングが異なることを示している。また、全て
の成虫原基は、同じ時期に同じホルモンおよび分子的な調節を受けて蝿コミッ
トメントがおこっていることが示唆される。
細胞の決定と成長・分裂の関係はこれまでに多く調べられており、決定後、
分化に先立って、数回の細胞分裂がおこることが必要であると考えられている。
そこで、蛸コミットメントの前後のＷｉｎｇdiscでどのように細胞分裂が起こって
いるかを調べるため､Ｓ期とＭ期の細胞を特異的抗体により免疫染色した｡Ｗｉｎｇ
discの蝿コミットメントは５齢初期に完了するが、その開始は４齢後期の頭部
突出（HCS）の頃から始まることが示されている。鋪コミットメントの過程の
前後を通じて、wingdisc摘出後すぐに抗体染色すると、Ｓ期およびＭ期の細胞
数は一定であった｡しかし､Z0-hydroxyecdysone(20E）とJuvenilehormone(JH）単
独もしくは共存在下で24時間培養すると、ＨＣＳ以前のwingdiscではＳ期およ
びＭ期の細胞数が大きく減少する。これに対し、ＨＣＳ以後のwingdiscではＳ
期およびＭ期の細胞数は２０Ｅが増加に、ＪＨが低下にはたらいた。このことか
ら、ｗｉｎｇｄｉｓｃの細胞分裂は20Ｅ依存的な調節と、２０Ｅ非依存的な調節の２種類
があると考えられ、２０Ｅ依存的な細胞周期は、ＨＣＳのころつまり、蝿コミット
メントの開始と同時に始まると考えられる。２０Ｅ依存的な細胞周期では、Ｓ期
の細胞数がホルモンフリーで維持され、２０Ｅによって増加したのに対し、Ｍ期
の細胞数は低濃度の２０Ｅにより維持・増加したが、ホルモンフリーではＭ期
の細胞が見られなくなった。また、高濃度の２０Ｅでは、Ｍ期の進行は抑制され
た。このことから、ＺＯＥ依存的な細胞周期調節では２０ＥはおもにＧ2-Ｍ期チェ
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ツクポイントの調節に関与していると考えられる。細胞周期調節に有効な２０Ｅ
濃度は蝋コミットメントの最適誘導条件と一致することから、踊コミットメン
トと２０Ｅ依存的細胞周期のあいだで、何らかの関係があることが示唆された。
ＪＨの分泌器官であるアラタ体を除去することで早熟蛎化を誘導することができ
るが、アラタ体除去によって鋪コミットメントがおこると２０Ｅ依存的に細胞増
殖することまた、培養下で蛎コミットメントを誘導することで、２０Ｅ依存的
な細胞周期調節がおこるようになることから、蛸コミットメントと２０Ｅ依存的
細胞周期の密接な関係が示唆された。タンパク質合成阻害剤存在下でｗｉｎｇｄｉｓｃ
をZOEとともに24時間培養すると､20Ｅ依存的な細胞周期は進行しないが､ＲＮＡ
合成阻害剤存在下でｗｉｎｇｄｉｓｃを２０Ｅとともに２４時間培養すると２０Ｅ依存的な
細胞周期は進行する。このことは、２０Ｅによる細胞周期調節が核受容体を経な
いでnon-genomicなシグナル伝達を経ることを示している。つまり、２０Ｅの膜
受容体の存在が示唆され、それを介してシグナル伝達を行っていると考えられ
る。一方、タンパク質合成阻害剤およびＲＮＡ合成阻害剤存在下で２０Ｅととも
に培養すると蛸コミットメントは全く進行しないことから､核受容体を経て２０Ｅ
の効果は伝達されていると考えられる。つまり、鋪コミットメントの開始と２０Ｅ
依存的な細胞周期調節の開始は同時に起こり、その開始は同じホルモン条件に
よって調節されていると考えられるが、いったん蛎コミットメントと２０Ｅ依存
的細胞周期が開始すると、２０Ｅの作用機構は異なると考えられる。
一方、２０Ｅ非依存的な細胞周期は、様々な外科的手術の結果、高濃度の酸素
供給下で、体液性の因子が調節にはたらくことが示唆され、培養下でも体液を
培養液に加え、酸素を供給することで細胞分裂を維持することができた。また、
この因子は、外科的手術の結果から頭部や前胸部に存在する組織以外の組織が
分泌しているのではないかと考えられる。
鋪コミットメントは２０ＥとＪＨの制御を受けて進行する。特に２０Ｅは鋪コミ
ットメントを直接的に進行させる。このことから、蝿コミットメントのおこる
４齢と、４齢と同様に幼虫脱皮するが蛸コミットメントはおこらない３齢の
wingdiscを比較することで、蝿コミットメントの仕組みが理解できるのではな
いかと考え、３齢から５齢のwingdiscを用いて様々な遺伝子の発現解析を行っ
た。また、様々な鋪コミットメントの誘導もしくは抑制条件下でも同様に発現
解析を行った。２０Ｅの鋪コミットメントに対する作用は、前述のように、核受
容体を介した遺伝子発現によって作用していると考えられる。そこで、２０Ｅの
核受容体であるecdysone受容体(ECR)とその調節下にある転写因子のearlygene
とdelayedearlygeneの発現を調べた。ＥＣＲには２つのisofbmEcR-AとEcR-B1
があり、ｗｉｎｇｄｉｓｃではEcR-B1が優勢である。しかし、蝿コミットメントの開
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始時にあたるＨＣＳ前後で約６時間の問、EcR-Aの発現量上昇し、ＥｃＲ－Ｂ１の発
現量が急激に低下して、EcR-Aの発現量がＥｃＲＢ１の発現量を上回った。この
ようなＥＣＲの発現パターンは、蛸コミットメントがおこらない３齢期のＨＣＳ
の前後では見られず、常にEcR-B1が優勢であった。このことから、ＥＣＲの優
勢なisofbrmがＢｌｉｓｏｆｏｍからAisofbrmに一時的に変化し、また元に戻ること
が蛸コミットメントの開始と関連があるのではないかと考え、ＪＨ類似体（JHA）
を４齢のＨＣＳ１２時間前（HCS-12h）の幼虫に塗布した。この時期に幼虫にJHA
を塗布すると、蝿コミットメントの開始時期が遅れることがわかっている。ＪＨＡ
を塗布した幼虫のｗｉｎｇｄｉｓｃでは、コントロールのｗｉｎｇｄｉｓｃに比べて、EcR-A
の発現量がやや低下し、また、いったん低下したEcR-B1isofbrmの発現上昇時
期が約６時間遅くなることがわかった。これらのことから、EcRisoformの一時
的な発現量の変化が、蝿コミットメントの開始に関与していると考えられる。
また、カイコガですでにクローニングされているearlygeneのＢＲ－ＣＺ２とZ4
isofOrmE75AとBisofCrmおよび、delayedearlygeneのＢＨＲ３とBmFrZ-F1
の発現を調べた。その結果、蛎コミットメントの進行とともにＢＲ－ＣＺ２および
Z4isoformの発現量が上昇することがわかった。ＢＲ－ＣＺ２とＺ４は、上述のJHA
塗布実験では、コントロールのwingdiscと比べてその発現が強く抑制された。
また、２０Ｅ存在下で様々な時期のｗｉｎｇｄｉｓｃを培養すると鋪コミットメントの過
程に入っているwingdiscでは発現量が培養時間に比例して急激に上昇したが、
蛸コミットメントがおこっていないwingdiscでは20Ｅに応答せず、ＢＲ－ＣＺ２
Ｚ４ともに発現は全く上昇しなかった。また、アラタ体を除去し、鋪コミットメ
ントを誘導すると、ＢＲ－Ｃの発現量は急激に上昇した。これらのことから、ＢＲ－
ＣＺ２および、Z4isofOrmは、蝿コミットメントの決定状態の維持に関与してい
るのではないかと考えられる。しかし、Ｅ７５Ａ、Ｂｉｓｏｆｂｒｍは、蛸コミットメン
トとの関連は認められなかった。また､delayedearlygeneのＢＨＲ３とBmFrZ-Fl
も蛸コミットメントとの関連性は認められなかった。以上のことから、蝿コミ
ットメントの開始にＥＣＲが、蛸コミットメントの状態維持もしくは進行にＢＲ－
ＣＺ２、Ｚ４の両isofOrmが関与していると考えられる。
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学位論文審査結果の要旨
論文提出者の小山貴司君は、昆虫の後胚発生における鋪コミットメントのホルモン支配と、コミットメン
トと細胞周期の関連性の解明を目的とし、翅成虫原基を材料に研究を行った。完全変態昆虫の幼虫発育の終
令期には、すべての組織が踊変態時にたどる発生運命が決定きれ、これを蛎コミットメントと称す。これま
で表皮のコミットメントの時期とそのホルモン支配は詳細にきれていたが、成虫の付属構造を形成する成虫
原器に関しては皆目不明であった。申請者は、カイコ翅成虫原基の鋪コミットメントが終令（５令）初日に
完了すること、コミットメントは可逆的段階から不可逆的段階に進行し、可逆段階は４令脱皮２４時間前か
ら始まり、これは幼若ホルモン感受性が低下した細胞で20-ヒドロキシエクジソン（20E）により引き起こ
きれることを明らかにした。ついで、コミットメントと２０Ｅによる初期遺伝子群の発現動態を、3,4,5令期
にわたり精査するとともに、コミットメントを人工的に起こしたり抑制したりする条件下での発現動態を比
較することにより、２種類のＥＣＲアイソフオームの相補的発現が関与し、かつBroadComplexが重要な位
置を占めることを示唆する結果を得た。また、鋪コミットメントと細胞周期の関連性を調べ、翅成虫原基の
細胞周期には２０Ｅ非依存と２０Ｅ依存の２種類の調節機構があり、後者は蝿コミットメントと時期を同じく
して現れることを示した。すなわち、２０Ｅ依存細胞周期は、高濃度の２０Ｅにより抑制がかかり、これは鋪
変態の引き金となる高濃度20Ｅにより、翅成虫原基は細胞増殖を中断ざれ輔分化をはじめることを保障す
る機構であり、２０Ｅ非依存的細胞周期は脱皮ごとに周期的に増減する２０Ｅ濃度に関係なく連続的な細胞増
殖を保障する機構とした。以上の結果は、翅成虫原基の鋪コミットメントのホルモン支配機構に関して新た
な視点を加え、かつ分子レベルでの解析に道を開くものであり、審査員一同は学位を授与するに十分である
()のと認めた。
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